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Introduciion

%
Introduction :

La symbiose rhizobium-légumineuses est le résultat dune interaction hautement
spécifique entre la légumineuse héte et les bactéries du sol du groupe "rhizobia". Cette
inferaction, se traduit par la formation d'un organe spécialisé au niveau des racines de la
plante nommé : "nodule ". A T'intérieur duquel, le rhizobium se différencie en bactéroide
capable de fixer I'azote atmosphérique (N3) et le réduire en ammoniaque (NH;) assimilable
par la plante hote (Moreira et al., 1992 ; Jeder et al., 1996).

Parmi les légumineuses, le pois chiche (Cicer arietinum L.) exerce une influence trés
favorable sur la fertilité des sols grice 4 la symbiose fixatrice d’azote avee des espéees du
genre Mesorhizobium (M. ciceri et M. mediterraneum). Ces derniers sont spécifiques au pois
chiche et forme des gros nodules (Liu et al.,, 2003). Ainsi, certaines espéces du genre du
Sinorhizohium (8. medicae e1.S, meliloti) soni capables d’infecter fe (Ticer aristimmm 1. mais

en formant des petits nodules incfficients (Aouani et al., 2001 ; Mastallah et al., 2002)..

Ainsi, sa contribution 4 la fertilisation du sol permit d’une part, d’augmenter le
rendement grainier (production élevé). D auire part, de fertiliser les sols de culture tout en
minimisant |’apport des engrais chimiques. Ces derniers ce sévélent Btre cofiteux, frés

polluants et toxiques pour 'Homme (Bacha, 1998).

En Algérie, en dépit de la grande superficie de la culture du pois chiche, la production
de cette légumineuse reste insuffisante devant une population sans cesse en augmentation

(Maatougui M. H, 1998).

Vu son intérét, 1l nous a semblé qu’une meilleure connaissance des rhizobia nodulant
le pois chiche dans le sol algérien, est un facteur important pour permettre 1amélioration du

rendement de cette légumineuse.

Pour cela nous nous sommes intéressés 4 ["étude des rhizobia nodulant Cicer
ariefinum L, cultivé dans quatre régions de I’Est algérien : Annaba (Barda), Constantine
(Lakhroub), Taref (Besbes) et Sauk Ahras (Tifech).
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Introduction

Dans ce cadre détude, I"objectif de notre recherche consiste & :

* lIsoler, purifier et conserver des sonches de rhizobia a partir des nodosités prélevées
sur des plants de pois chiche collectés des quatre sites.
< Etudier I'infectivité des isolats de pois chiche.

#%» Caractériser les isolats d’un point de vue cultural, momhologique et physiologique.
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Symbiose légumineuse-rhizobium:;

Lrassociation symbiotique plante légumineuse-bactérie est tn processus indispensable
4 la plante pour acquérir I'azote sous forme réduit, mais aussi a la bactérie pour obienir les

nutriments nécessaires pour son développement (Gage, 2004).
I- Macro-symbiote : les légumineuses
I-1 Généralités :

Les légumineuses constituent une des familles les plus abondantes ef diversifides des
plantes sipdrienres, avee plus de 650 gewes o 18000 caplees, Tlles constituent In famille des
Fabaceae sont définies par leur structure florale spéciﬁque ainsi que leur gousses. Ces
plantes viennent en deuxiéme rang aprés les graminées pour la satisfaction des besoing
alimentaires de I"'Homme (Djebali N, 2008).

Deux groupes de légumineuses peuvent étre distingudes :

e Les légumineuses fourragéres - qui sont cultivée essenticllement pour leur systéme
végetatif, producteur de matiére verte (luzeme, tréfle....).

o les légumineuses a graines ; qui sont cultivés principalement pour leurs graines riches
en protéines utilisées soit pour ["alimentation humaine (arachide, [Bve, haricot,
lentille, soja, pois chiche), soit pour I"alimentation animal (féverole, lupin,...) ; elles
sont parfois utilisées en vert au début de Ia formation des graines (Aveline A et al.,
[999).

Les légumineuses sont cultivées principalement comme source de protéines
pour la consommation humaine (haricot, pois, féve,...) ou I"alimentation animale
(soja, luzerne,...) grice A la fixation symbiotique de 1’azote. Elles sont aussi une

source importante dhuiles Végétales (Broughton et al., 2003) (Tableau 1).
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Tableau 1 : composition moyenne de graines léguminenses (valeurs extrémes) (Hélene R,

2005).

|' Composant | Eau "Protéines Lipides | glucides | Fibres | Minéraux
‘ Légumizn‘e[-lse_‘i totaux
" Pois cassés 9-11 20-25 15 40-48 12-16 | 2535

sec

Haricot 11 20-24.5 152 38-48 17 2.5-4

blanc '
" lentille 1412 | 21526 | 1-1.5 | 4250 | 10512 | 3 "
! Poischiche | 10-11 1325 355 |  43-48 9.5-15 2.7-4
T feve 11 | 23 | 2 | 60glucides | 8 fibres | 3.3

] totaux brutes

Soja 85-11 34-40 | 1823 12 | 542 I

| Arachide 9 23 L_ 45 - - 49 ill

1-2 1"ois-chiche i
1-2-1 Définition :

Le pois chiche (Clicer arietinum L.) est une plante de la famille des Fabacées voisine
du petit pois mais dun genre botanique différent. Il est cultivé dans les régions
méditerranéennes et produit une graine comestible. Il détient un double record : haute teneur

en glucides assimilables et pourcentage élevé en protéines végétales,

Son nom latin d'espece arietinum fait référence & la forme de la graine en téte de bélier
P grai

(aries) flanquée de ses comnes [1].

1-2-2 Historique et origine ;

Le pois chiche est parmi les premiéres légumineuses 4 graines domestiquées par

I"'Homme depuis I*antiquité. Les premidres traces d’utilisation du pois chiche comme aliment

e e T
4
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remontent & environ 7000 ans, 1 aurait &t cultivé pour la premiére fois dans la région

méditerranéenne il y a 5000 ans (Van Der Maesen, 1987).

Cette légumineuse est originaire du Moyen-Orient, plis précisénient du snd-est de la
Turquie et de la Syrie (Saxena 1984 : Smithson et al., 1985 ; Singh 1997). Il arriva sur les
cotes du bassin méditerranden aprés avoir traversé de nombreux pays et les Phéniciens

pouwrraient étre a I"origine de cette diffusion.
[-2-3 Taxonomie et description :

Sur le plan taxonomique le pois chiche appartient & la famille de Fabaceae, sous-
famille : faboideae, genre : Cicer et espece : Clcer arietinium L. (Spichiger et al., 2002). 11
s'agit d’une plante herbacée annuelle, dressée ou rampante couverte de poils glanduleux. Sa
germination est du type hypogé (les cotylédons restent souterrains). Ses racines peuvent
atteindre un meétre de profondeur, mais la plupart se trouve dans les premiers centimstres
(Melakhessou Z, 2007),

* Sa tige anguleuse a une hauteur de 0,20 a 1 métre de haut (Figure 1-A).

= Ses feuilles s composent de 7 & 17 folioles ovales et dentées (Figure 1-B).

° Les fleurs peuvent éire blanche, bleues ou violette salitaires et pédonculées (Figure 1-
C).

e Les gousses sonl renflées 4 1-2 graines presque rondes (Vander maesen L.J.C 1972)
{(Figure 1-D).

Selon la taille et la couleur des graines, on distingue deux types de pois chiche :
# Le kabulé : autre noms ; Garbanzo, Charina, Bengalgram ; variété a grosse
graine (calibre des graines: 7-10 mm) de couleur créme et recouvert d’un
tégument mince (Figure 2),
» Le Desi: autre noms, Kala channa, plus petit, plus foneé et recouvert d’un

tégument épais (Figure 3) (Gorden, 2002).
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Figure 2 : Le pois chiche type kabuli [3).

Figure 3: Le pois chiche type Desi [4].
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1-2-4 Ecologie de pois chiche :

La production du pois chiche est concentrée dans la saison froide et séche, pousse a
partir du niveau de la mer jusqu’au dessus de 2500 m d’altitude, mais il n’est pas bien adapté
aux régions humides de basse altitude ou souvent il ne Heurit pas, il préfé_re les régions de

pluviométrie annuelle de 500 & 1800 mm en tenant compte qu’il tolére la sécheresse.

Des températures de 10 4 25°C sont bonnes pendant la floraison. Les sols qui Iont
besoin sont d*un pH 5 4 7 et la salinité n’est pratiquement tolérée, voire pas du tout. Le pois
s'accommode de tous les types de sols sous réserve qu'ils soient bien drainés et qu'ils offrent

une bonne capaeité de rétention en eau [5].
1-2-5 Intéréts nutritionnels:

Le poia chiche constitue une ceecllente  sourve de proleing (20,3%), de glucides
(61%), de fibres, de vitamines (groupe B) et de minéraux (phosphore, potassiunm) avec une

valeur énergétique de 362 calories pour 100g (Gorden, 2006).

I-2-6 Place du pois chiche en Algérie :

Le pois chiche (Cicer ariefinum L.) est en Algérie, la seconde légumineuse alimentaire
produite apres les féves. Sa culture a connu, durant la décennie 1980- 1990 une certaine
évolution progressive sur le plan des superficies et de la consommation ef une évolution

régressive en lerme de productivité,

Les causes de la faiblesse de la productivité du pois chiche en Algérie sont souvent
d’ordre agro techniquies lides aux conditions de semis (période, modes de semis, qualité de la
semence) et & P'infestation par les adventices (Hamadache et Ait Abdallah, 1998).
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I-3 Léguminenses et fixation d’azote :

La spéeificité de la famille des légumineuses est leur aptitude & ‘fixer I'azote en

symbiose avec des microorganismes du sol.
1-3-1 Importance de ’azote dans la nutrition des plantes :

L’azote est 'un des éléments majeurs de la vie. C’est le quatriéme constituant des
plantes qui est utilis¢ dans 1’élaboration de molécules importantes comme les protéines, les
acides nucléiques et la chlorophylle. Il s°agit du constituant principal de I’atmosphére terrestre
sous forme d’azote gazeux (N;) mais les plantes n'ont pas la capacité de 1'assimiler

directement,

Elles absorbent I'azote dans le sol sous forme de nitrates (NOj) et d’ammonium
(NH*). L*importance relative de chacune de ces formes dépend de I'espece végétale et des
conditions du milieu (Figure 4).

Mais les légumineuses peuvent aussi acquérir ["azote grdce 4 leur aptitude a établir une
symbiose avet des bactéries du sol collectivement appelées Rhizobium. Dans ce cas, elles ne
nécessitent pas I'apport d'engrais azotés, 4 la différence des céréales ou des aléo-protéagineux

comme le colza et le tournesol,

La production des engrais azotés demande beaucoup d’énergie; l'énergie nécessaire a
la production chimique d'une tonne d'engrais azoté par l'industrie est de 2.5 tonnes de pétrole
leur colit ne cesse donc d'augmenter proportionnellement au prix du pétrole [6]. La
fertilisation azotée des plantes joue donc un rdle important dans 'accroissement de l'effet de
serre et est ruineux économiquement tout en créant une pollution importante car souvent les

nitrates sont lessivés lors des pluies et atteignent la nappe phréatique:

La culture des légumineuses représente donc le meilleur moyen de produire des
protéines tout en respectant l'environnement: ¢’est un exemple de culture dans le cadre d*une

agriculture durable (Link etal, 2006).

—_—
8
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Figure 4 : Le cycle de I’azote [7].
1-3-2 Fixation biologique de I'azote :

La fixation biologique de 1'azote est effectude soit par des microorganismes
autonomes, soit en symbiose avec des plantes supétieures. En dehors des [égumineuses, seul
un petit nombre d’espéces (quelques centaines au plus) possédent des nodules fixateurs
d’azote. Il s’agit exceptionnellement d’une association avec les arbres comme Parasponia ou
avee des actinomycetes (bactéries filamenteuses) du genre Frankia, Dans ce cas, les plantes
hotes, dites plantes actinorhiziennes, sont des arbres ou des arbustes appartenant 4 des

familles primitives: dlnus, Casuaring....

La symbiose fixatrice d’azote est un processus complexe déterminé par les deux
partenaires.

L’un des systémes les plus étudiés est celui associant les bactéries rhizobiales avec les
légumineuses (Benson et Silvester, 1993).
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1-3-3 Etablissement de la symbiose fixatrice de ’azote :

Les bactéries de la famille des rhizobigcées peuvent infecter les racines des
légumineuses enfrainant la formation de structures appelés nodosités on nodules. Par ces
nodules, la plante héte (la légumineuse) offre un micro habitat exceptionnellement favorable a

la bactérie tout en lui procurant des substrats carbonés provenant de la photosynthése,

Le processus de la fixation, lui-méme, consiste en la réduction de ["azote
atmospheérique N sous forme ammoniacale, Cette réaction est catalysée par un complexe

enzymatique appelé Nitrogénase d’origine bactérienne,

Cette association 4 bénéfice réciproque entre la légumineuse et les bactéries est

appelée symbiose fixatrice de 1’azote atmosphérique (Downie, 2003).
I1- micro-symbiote : les rhizobiums
II-1 Généralités :

La biodiversité microbienne forme une ressource naturelle énorme pour I'humanité,
Les bactéries de racine (rhizobid) sont des bactéries du sol, de forme batonnets, a Gram

négatif.

Phénotypiquement, se sont les fixateurs symbiotiques de [*azote atmosphérique dans
les nodules des racines ou des tiges des plantes légumineuses ot elles se différencient en
bactéroides (Gage, 2004 ; Graham, 1991 ; Haukka et coll., 1998). Au début, toute les bactérics
symbiotiques des légumineuses ont €(é classées en un seul genire, nommés rhizobium (Fred et
al., 1932).

> Jordan en 1984 a classé ces bactéries en denx genres -
® Le genre Rhizobinm : qui regroupe les souches 4 croissance rapide,

¢ Le genre Bradyrhizobium : qui inclut les souches 4 croissance lente.

10
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La taxonomie des Rhizobium est en changement permanent. Ceci egt dii aux progrés
technologiques dans chacun des trois criféres utilisés en taxonomie: la morphologie, la
physiologie et l'analyse des séquences. Jusqu'en 2003, 36 espéces rhizobiales étaient

distribuées en 7 genres.

Au cours de ces demniéres années, huit nouvelles especes rhizobiales ant été décrites.
Les 44 especes identifiées (Sahgal et Johri 2006) sont désormais classées en 11 genres, dont 9
appartiennent & l'a-proteobacteria: Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Devosia,
Mesorhizobium, Methylobacterium, Ochrobactrum; Rhizobium et Sinorhizobium. Te genre
Sinorhizobium est composé de 5 especes: S, meliloti, Smedicae, S. terangae, S, sakeli, et 8

JSredii (Biondi ef al., 2003).
11-2 Classifieation du rhizobium :

Actuellement, les rhizobia sont représentées par 12 genres et 44 espéces. Le tableau

suivant récapitule les principaux genres ef espéces connus ainsi que leur plante hote.
I1-3 Caractérisations phénotypiques :

La caractérisation phénotypique classique des rhizobia se base sur des critéres
morphologiques, symbiotiques, culturaux, biochimiques et physiologiques (Graham et af.,
1991).

I1-3-1 Caractéres morphologiques du rhizobia

Les thizobia sont des batonnets, Gram négatif, agrobies, non sporulant d’une largeur
variant entre 0.5 et 0.9pum et une longueur entre 1.2 et 3pm. Ces bactéries sont mobiles par un
seul flagelle polaire ou deux 4 six flagelles péritriches (Jordan, 1984 - Somasegaran et Hoben,
1994).

Sur la base de la matiére séche, les cellules des rhizobia contiennent 52 4 35% de

carbone et 4 a 5% d’azote (Allen et Allen, 1950),

—_—— e e
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Les bactéries du genre Rhizobium se trouvent sous deux formes *

¢ TUne forme végétative (mon bactéroide) : ce sont des microorganismes réguliers que
I"on wouve dans la rhizosphére et/ou dans le cordon d’infection, trés mobiles quand ils
sont jeunes,

* une forme bactéroide : chez les groupes Rhizobium rrifoli, Rhizobium meliloti et
Rhisobium leguminosarum, les individus sont irréguliers et ont une taille & peu prés

dix fois plus grande que ceux de ia forme végétative (Somasegaran et Hoben, 1994),
11-3-2 Critéres symbiotiques :

Indiquent la capacité ineffective, effective et compétitive d°une souche donnde. 11
existe divers degrés dans 'effectivité, une souche de rhizobium sera classée ineffective,

effective ou trés effective selon le niveau de son acfiviré nitragénasique (Girand E, 2007).

* Llineffectivité des rhizobia exprime le pouvoir de la bactérie 3 noduler une ou
plusieurs [égumineuses hdtes. Elle peut &tre facilement évalude par le dénombrement
des nodosités formées.

» Lleffectivité ou efficacité ¢'est I"aptitude d’un microorganisme a fixer 'azote dans le
nodule.

» La compéfitivité représente la résistance de la souche bactérienne considérée aux
microorganismes antagonistes et la concurrence avec les souches indigénes pour la

nodulation (Ayisi et al, 1992 ; Kurlovick et al, 1997 ; Howieson et al., 1998).
Ii-3-3 Critéres culturaux ;

Deux groupes sont généralement assignés aux cultures des rhizobia Le premier
groupe comporie les rhizobia a eroissance rapide; qui produisent une turbidité en bouillon et
présentent une bonne croissance sur la surface des milieux solides dans S 4 7 jours. Le
deuxieme groupe implique les rhizobia & croissance lente, qui exigent de 9 & 12 jours ou plus

pour obtenir approximativement le méme développement (Allen et Allen. 1950).
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Tableau 2: spécificité de la symbiose rhizobium / légumineuse (Sahgal et Johri. 2003)

Gemuas Species FHost
Aflorhizocbim A wunidicolia INeprissziar slarars
AzoriEoobiinem A=, cariinodans Sesbarziar rosriraro
Bradivil@izobitan B. effanii GiVeCTrie oy
B. japoniciun G. rax
B. Haoningeinse G miax
Adescriiizaiizeri M crmmorpihiae Armorpho fGinicosa
M. chacoernse FProsopis aiba
N cicerd CHoay” arieriizitmn:
Nl Ferarkoreiy Asrragaiins
M ForE Lerf
AL nediterrapieinty  CTCer cririerirmiar:
AL, prlrerifearirase Adcacia, Lewcaeria
ML rransfianense Giveyrriiiza.
Soplroia and
Giyciee
Aderfiobocreriuie: N, mrodulans Croraicria
pedocarpa
RIFTeo b eeizy £ gE#T FPhaseclils ynilgaris
R galegae Galeger
B, gailictmrn . vuigearis
R, giarddinis . vidlgerrds
R. Nairiairiierse Ceniirosenia,
Desiriodi v,
Snel osanifias;
Tephrosia
R. Auarirlaernse Sesbamia herbacea
R legivninosarion Trifolitm, Tricida
R, mongolanse Adedicagzo
TAETITeEFIEGer
R, plhicaseoali P vulsaris
R, sailae Fledvsartirt
lradyisari
R. tropict Lewcaena.
' L. wrdlgaris
R. trifolii Trifoiifm
R, vanglingerise Arnpliicarpaeda.
TFEsSprar Ited
Torallima veria and
Gueldensrasadtia
el T orea
Sirmeorhiizolbingn S ardoris Acacia senegcl
Prosopis cliilernsis
&L _firedii G pxarx
S. Kosrfenise A. semegal,
L chifansis
S. mmedicas Medicage spp.
S. mreliford Medicago sariver
5. sahels Sesbaria
St ferangae Acacia, SesParnia
S, HRjiangense oAz
—————— e
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I1-3-4 Critéres biochimiques et physiologiques :

Le Rhizobium posséde un systéme respiratoire, ou l'oxygéne est ["accepteur terminal
des électrons dans les conditions d'acrobie; alors que dans les conditions d'anaérobie, les
especes de Rhizobium peuvent utiliser les nitrates et les nitrites comme accepteurs d’électrons

(Werner; 1992 et Benguedouar, 2000),

» Température et pH: Une croissance optimale de la plupart des souches de
Rhizobium a lieu & des températures variant de 25 3 30°C et un pH 6,0 4 pH 7,0
(Somasegaran et Hoben ,1994). Les températures extrémes sont de 4°C et 42.5°C.
Les souches de Rhizobium peuvent se développer a pH compris entre 4.5et 9,5
(Jordan, 1984),

Tolérance @ la salinité: La plus part des souches sonf inhibées par des

vl

concentrations de 100 mM NaCl. Cependant il existe des souches frés tolérantes
ex . meéso-rhizobium nodulant le pois chiche peul tolérer 340 mM NaC'l (Singleton
et al., 1982).

»> Résistance aux antibiotiques : Généralement les rhizobia a croissance rapide
sont plus sensibles que les bradyrhizobia aux antibiotiques suivarits : tétracyclines,
penicilline G, viomycine, et streptomycine (Jordan, 1984).

> Résistance aux métaux lourds: Les métaux lourds sont présents naturellement
dans le sol. Certains métaux tels que le fer, [e phosphore, le molybdéne, le calcium
et le nickel sont indispensables pour la croissance aussi bien des rhizobitms que de

leurs plantes hotes.

D’autres meétaux tels que le cadmium, 'aluminium, le mercure, etc. ne semblent
présenter aucune utilité. La disponibilité de ces éléments se situe soit & des niveaux trés bas ou

trés en exces, au point de la toxicité (Ernst, 1990).

14
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III- Infection et Ia nodulation :

La fixation azotée prend place dans des nodules localisés dans les racines de la plante
héte. Mais le processus de fixation biologique de ["azote est précédé par la formation de
nodules ou nodosités. En terme général, les nodules sont Ie résultat d’infection des racines par
les bactéries. Le processus est appelé nodulation. Le processus d'infectation des racines par

les Rhizobium est connu sous le nom de I'infection (Figure 5).
I1I-1 Infection :

Le processus d’infection et de formation des nodules est divisé en quatre étapes
majeures : la pré-infection., Iinfection ef la farmation des nodules, le fonctionnenient des

nochiles ot une phase de déutnérescence (Saucliez et ul., 199 ).
III-1-1 Phase de pré-infection :

Le processus d’infection débute par une augmentation du nombre de bactéries au
niveau de la racine (Richter, 1993), Les légumineuses stimiulent les Rhizobium dans leur
rhizosphére par sécrétion de flavonoides qui activent les facteurs Nod déclenchant ainsi la
transcription des génes de nodulation. 11 s’ensuit que le poil se recourbe de facon
caractéristique et comprime la bactérie engagée dans la couche mucilagineuse de la surface de
la paroi. La déformation des poils absorbants de la plante est due & I’action d’auxines

végétales,

* Les Rhizobia colonisent le sol dans le voisinage des poils absorbants en réponses aux
signaux envoyer par les racines ; en retour les Rhizobium stimulent les poils
absorbants afin gu’ils se recourbent.

®* Les Rhizobia envahissent les racines et forment le cordon d*infection.

* Le cordon d’infection pénétre de nombreuses cellules corticales peur former le nodule

» Laderniére étape (non représenté) est la libération des Rhizobia.
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Figure 5 : L’infection et la nodulation (Journet, 2004).
I11-1-2 Phase de Pinfection ef de Ia formation des nodules :

L’infection consiste en la pénétration des Rhizobium en différents points du systeme
racinaire. Il se forme dehors, dans le poil absorbant, une poche d’infection qui 5’agrandit en
un filament infectieux. Apres avoir pénétré dans les poils absorbants, les bactéries sont

entourées par un cordon d’infection.
I11-1-3 Phase de fonctionnement ou maturité des nodules :
Les nodosités se forment par multiplication des cellules infectées. Les Rhizobium

prennent la forme bactéroide, entourés par une menibrane peéribacteroidienne, aprés leur

libération du cordon d’infection (Hopkins., 1999). La membrane péribactéroidienne a pour

e e
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role la stabilité du systéme hote/symbiose : si elle est endommagée, les bactéries vont se
libérer dans le cytoplasme et considérées comme des corps étrangers et done détruits par la

cellule héte.
1II-1-4 Phase de dégénérescence :

L'étape finale dans le processus d’infection se déroule lors de Ia lyse des bactéroides
et de la libération des bactéries dans le sol (Richter, 1993).

I11-2 Etapes du développement des nodosités :

La nodulation est un processus d’interactions complexes entre les deux partenaires.
Les inécanivmes moléculaires de reconnaissance entre la plante hote ef les bactéries sont
considérés comme une forme de communication entre les cellules. Un échange précis de
signaux moléculaires entre la plante hote et les rhizobia est essentiel pour le développement
de nodules (Begum et Gafur, 2001) (Figure 6),

[11-2-1 Echange de signaux :

La symbiose légumineuse-Rhizobium commence par I'échange de signaux
moléculaires entre la plante et la bactérie, des flavonoides produits par la plante attirent les
Rhizobium et déclenchent la production et I'apparition de facteurs de nodulation (Nod) chez
les bactéries (Trevaskis et 4/, 2002).

I11-2-2 Formation des nodules :

La plante produit une nouvelle région méristématique (ou nodule) dont I’augmentation
rapide loge les Rhizobium et leur procure Ieau et les nutriments. Les Rhizobium en retour
utilisent la partie des éléments a fournir pour produire de I’ammoniague (NH3) & partir da Na.
Le NH; est transformé en un composé arganique pour faciliter le transport et utilisé par la

plante.
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Le développement des nodosités racinaires chez les planfes légumineuses est
déclenché par des signaux diffusables : des lipochitooligosaccharides. Ces facteurs Nod sont
produits par les rhizobia a 1"apprache de la rhizosphére des plantes hotes,

Cellules sorficales  Filaraarits macinaires
A\ 4 )

ﬁ Les fitarments raginaires
= libdrent des substancos
L aul atlirert Bhizobium. ‘

! Filatent thzob.‘zmmhferae!. forme |
: mfamtwu

/\ un filament infectisuy.

_Bbes celiules corticales |
= enlrencen division,
S

b

l Eil.? filament infectisux J
%

se developpe dans le corte
f”"'/’] dt— fa rocine.

B Lec collulas bactérinnes

1 i surtent dy filament
[nfectivus forment des
bacteroides dons les cellules de
la facing, Le-facteur Wod sograsé
par los bactérias induit la

| division des cellules corticales.

ﬁl'“' division rapide des c-EILule;“
L= corticalis infectéss entraine
|, la formation du naduls.

Backéroides

Figure 6 : Développement des nodules sur les racines dans un cas de symbiose entre

Ritizobium et une plante (Perry et al., 2004).
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IT1-3 Strueture et morphologie des nodules :

Le nodule achevé peut prendre deux formes : soit cylindrique, soit sphérique. Ils
subissent une étonnante différenciation morphologique : centrale, les cellules dépourvues de
symbiotes forment vers "extérieur une sorte de tissu cortical ; des faisceaux déléments
conducteurs sont reliés a un faisceau conducteur central de la racine, A I’exception de ces
zones de différenciations parficuliéres, lors de symbiose efficace, la plupart des cellules du
nodule sont remplies de bactéroides (Richter, 1993, Trevaskis et al., 2002).

II1-4 Facteurs influengant Ia formation des nodules

L’organogénése des nodosités dépend de la condition physiologique de la plante, par
exemple la croissance sous limitation de ’azote combiné. En plus, les hormones végéiales,
ogissent comme dey fuvleurs pénéraux du conlGle de la division cellulaire et de la

différentiation tissulaire (Richter, 1993).
III- 5 Facteurs Nod :

Les facteurs Nod produits par le partenaire bactérien, ont une trés grande activité
biologique et induisent & de trés faibles concentrations Ja mise en route d’une partie du
programme symbiotique de [’héte.

Ce sont des lipochitooligosaccharides spécifiques qui affectent les plantes de diverses
facons et le premier effet visible est le recourbement des poiles absorbants (Trevaskis et al.,

2002).

Seuls les facteurs Nod spécifiques induisent la courbure et la formation de T'infection
(premiere étape lors de la formation des nodules) (Simms, 2002). Dans Pinteraction
Rhizobium-plante, on observe un haut niveau de spécificité. Cette spécificité est basée sur une
communication moléculaire, ¢’est & dire un échange de signaux flavonoides excrétés par la

racine de la plante hiote.
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Chez les bactéries, les génes de la nodulation (géne nod) sont induits par le signal
Navonoide, et cette induction méne 2 la production et & "excrétion des signaux de nodulation,
les facteurs Nod. La structure de base des lipochitooligosacearides est modifiée chez les
différentes espéces de Rhizobinm. Done, la structure spécifique des facteurs Nod produits par
chaque espece de Rhizobium sert comme signal permettant la reconnaissance de la présence

de la bactérie par sa plante héte (Richter, 1993) (Figure 7).,

Figure 7 : Structure générale d*un facteur Nod produif par les rhizobia (Spaink, 2000).

II-6 Génes de Ia nodulation :

Les différents Rhizobium utilisent des mécanismes gencétiques et moléculaires
similaires pour reconnaitre et infecter les légumineuses- hétes ; Des génes Nod qui sont
impligués dans un dialogue moléculaire entre les deux partendires, la reconnaissance de
signaux symbiotiques de la plante et Ia production par la bactérie de signaux : et les facteurs

Nod, provogquant de nombreuses réponses symbiotiques (Richter, 1993).
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I-Matériel :
I-1 Sites de eollectes:

Les plants de pois chiche utilisés dans cette etude ont été collectés A partir de quatre
régions de I"Est Algérien : Constantine (El khroub), Annaba (Berda), Taref (Besbess) et Souk
Ahras (Tiféche) (Figure 8). Ces endroits différent sur le plan climatique récapitulé dans le
tableau ci-dessous.

1 e *'l-
-'.L 1 'M"rfl-;.fg\ 1 ol

Bl Kate
M‘-’_'_ .I. 0 - J)
Iy Bounl i"'sflﬁ%’%'r Baug:imf*i

Figure 8: Représentation cartographique des sites d’échantillonnages [8].

Tableau 3 : Altitude et pluviométrie des sites de la collecte [9].

| / | Annaba | Constantine | Soukahrass | Taref
Altitude (métre) | 1025 | 649 | 686 25
‘Pluviométrie/ Ans | 1100mm | 55614 | 300 | 1300
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I-2 Matériel végétal :

< Nodules de pois chiche (Cicer areitinant L) :

Les nodules utilisés dans I"isolement des rhizobia sont de la varigte FLIP: 90-13.
Pour les nodules issues des sites | Ammaba, Souk Ahrass et Taref Cependant, ceux du site
constantine sont de la variété FLIP : ILC 32-79 | La figure suivanie représente un systéme
racinaire d"un plant de pois chiche collecté.

Figure 9: Systéme racinaire de Cicer arietinum L.

%+ Graines de pois chiche :

Les graines de Cicer arietinum L. cultivar FLIP 90-13 (récolte 2009), fournies par
I'Institue Technique des Grandes Cultures (ITGC) de la ville de Guelma, ont été utilisées a fin
de tester I"infectivié des souches (Figure 10).

Figure 10: Graines de Cicer arietinum L. ; cultivar FLIP 90-13.
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1-3 Milieux de culture :

% Milien YEMA (Yeast Extract Mannitol Agar) additionné de rouge Congo :

Les milieux de culture YEMA a base d’extrait de levure (Yeast Extract) et mannitol
(comme source de carbone) sont les plus utilisés pour lisolement des rhizobia. La

composition du milieu YEMA utilisée dans notre travail est représentée en annexe.

L’additionnement du colorant touge de Congo au milien YEMA permet de

différencier les thizobia des autres groupes de bactéries et faciliter ainsi I’isolement.
% Milien YEMB (Yesat Extract Mannitol Broth) :
Le boullion YEM a été utilise pour réaliser les tests phénotypiques ainsi que la
conscrvation des souches nodulames sut glycerol (voir annexe),
%+ Solution d’arrosage :

La solution nutritive utilisée pour I"arrosage des plantes de pois chiche est 4 base
d’extrait du sol. Ce dernier a ét¢ pris do terrain d’expérimentation ITGC. La méthode de

préparation de'cette solution nuiritive est représentée en annexe.
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% Stérilisation des nodules ;

Apres lavage dbondant a ["eau distillée, les nodules sont mis dans un tissu compresse
stérile. Par la suite, la stérilisation de leurs surface est réalisée par une succession
d’immersion dans I’alcool & 70° pendant 10 secondes, puis dans le peroxyde d"hydrogéne
(H>02) & 3% pendant deux minutes, suivi par un ringage & ’eau distillée stérile au moins trois
fois (Date et Halliday, 1987). Le profocole de Ia stérilisation des nodules est présenté dans la

(Figure 12).

- |

Hydravarion 12 1y
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Figure 12 ¢ Stérilisation des nodules.

s+ L'écrasement des nodules :

Apres le tri des nodules, chaque groupe a ete écrasé selon les étapes suivantes

25


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Chapitre IT Matériel et Méthodes

Mettre les nodules (5 & 8) dans un tube & hémolyse stérile 4 I'aide d'une pince
flambée,

En suite, additionner 1ml d’eau distillée stérile dans chaque tube,

Enfin, faire I’écrasement & 1’aide d’une spatule stérile jusqu'a "obtention d'un broyat
nodulaire.

1I-3 Isolement des souches :

A partir de chaque broyat nodulaire (12 broyats), on a réalisé un étalement sur les

. boites de petn contenant le milien YEMA avec rouge Congo & pH 6.8 Aprés 24 h
d’incubation 4 28°C, les colonies n’ayant pas absorbées le colorant (colonies blanchitres ou
légerement rosées) sont isolées (Vincent, 1970) et purifices par repiquage successif en faisant

des dilutions dans 5 ml d’eaun physiologique (Figure 13).

{Techmigque des trols guadrants)

Milieu YEMA + rouge Conge
30:25% (pH 5.8)

incubsdon 24h & 4A8H ﬂ L
& 280 C
Colonies colorées |
©n rougé i‘
‘ ~Colonies
! ; Tegérement
. e colordes (rose)
o S
Esalemient des . "
ten legir T
cplories
: Repiquegey sucocsstis Colonie isolie
Parification \) )

Figure 13 : Technique d’isolement des rhizobia.

26


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Chapitre IT Matériel ex Méthodes

% Coloration i la fuchsine :
Au cours de I'isolement et la purification la forme des souches a été vérifide par la
coloration & Ja fuchsine. Cette étape, permet de sélectionner les formes typiques des isolats - a

SAVOIr, courts ou trés courts batonnets.

Les étapes :

Fixer les frottis par passage de la lame propre sur la flamme du bec.

L]

Couvrir Ja lame par la fuchsine ef laisser agir pendant minute.
« Rincer et sécher la lame puis observer au microscope & I'objectif 2 immersion (Figure

14).

Figure 14: Coloration par la fuchsine,

1I-4 Conservation des souches :

Aprés leurs purifications, les souches présumées étre des thizobia ont été incubées
dans des tubes inclinés du milieu YEMA & 28°C pendant 48 h. Pour pouvoir réaliser des tests
phénotypiques ultérieurement (Vincent, 1970).

II-5 Etude des caractéres phénotypiques des souches :
1I-5-1 Caractéres culturaux :
Les souches de rhizobia ont été caractérisées par I'aspect de leurs colonies sur milieu

YEMA additionné de rouge Congo.

=  ———— — —— —— ————
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[I-5-2 Caractéres microscopigues :

Les souches des nodules raoinaires du pois chiche ont subit une coloration & la
fuchsine pour examiner leurs aspects microscopiques & savoir la forme et la taille des

bactéres.

T1-5-3 Critéres physiologiques :

» Tolérance a la température :
Les différentes souches onl été cultivées sur YEMA & pH 6,8 et incubées aux
températures suivantes : 5°C, 15°C, 25°C, 35°C, et 45°C. La lecture a €& effectuée aprés 24 4

48 heures d’incubation.

» Tolérance au pH :

Les souches ont été cultivées sur le miliey YMB aux différents pHs : 1, 3, 5.9, et 12.
La lecture des résultats a été faite par la mesure de la densité optique (DO) 4 600 nm avec
agitation pendant 24 heures,

» Toléranece & la salinité :

Létude a été realisée sur le milisu hguide YEMB & pH 6,8. Les souches ont été
incubées 4 différentes concentrations en NaCI© 2%, 5%, 8%, et 11%. Aprés incubation, la

lecture a été faite par mesure de la densité optique 2 600 nm.

» Tolérance aux métaux lourds :

Le test a ét¢ conduit pour évaluer la capacité des souches a résister a quatre différents
types de métaux lourds Pb 250 pg/ml; Al 250 pg/ml: Fe 12y g/ml ; Co 25 pg/ml. Les
différents métaux utilisés sont ajoutés séparément au milieu YEMB 4 pH 6.8 (avant
["autoclavage de milieu). Apres incubation la lecture a eté réalisée par specirophotoméire a

600nn.
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> Résistance aux avtibiotigues :

Ce critére a ¢i¢ festé sur milieu YEMA en utilisant des disques imprégnés
d’antibiotique (méthode de diffusion). Neuf antibiotiques* Erythromycine [E=135 pg/ml],
Pipracilline [PTP=100 pg/ml], Oxacilline [0X=1 pg/ml], Tobramycine [TOB =10 gg/mi],
Gentamicine [GM =10 pg/ml], Néomycine [NEQO =30 pg/ml], Netilmicine [Net = 30 pg/ml],
Virginiamyicine [VG =15 pg/ml], Rifampicine [RA =5 pg/ml], on été testé. Les boites ont été
incubées 4 28°C pendant 24 4 48 h.

11-5-4 Critéres biochimiques :

¥ Recherche de la catalase :

Ce test permet de montrer la présence ou "absence de catalase. Cette enzyme permet
la dégradation du peroxyde d'hydrogéne (eau oxygénée) résultant de ['oxydation des
hydrogénes transportés par la voie oxydative directe, selon la réaction suivante :
2H,0; — 0, + 2H,0

e Laméthode

Déposer dans une boite de pétri propre, une goutie deau oxygénée (H,0s), puis la

metfre en contact avec une goutte de suspension bactérienne.

e Lecture

Une réaction positive se¢ manifeste par un dégagement immédiat de bulles gazeuses

(Dellaras, 1998).

# Recherche de "oxydase :

La recherche du phényléne diamine oxydase est un des critéres les plus employés pour

Iidentification des bactéries surtout celle des bacilles 4 Gram négatif. Cette enzyme est
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capable d'oxyder un réactif - le N diméthyl paraphényléne diamine. Ce dernier. est mauve

clair et en présence de I’enzyme, il libére un composé mauye foncé.

e Laméthode

Déposer sur une lame propre les disques d’oxydase (pré-<imprégné par le réactif),
imbibes avee une goutte d’eau distillée ou eau physiologique stérile.

Prélevé une colonie de la souche 4 tester a ’aide dune pipetie pastenr stérile et

I"étaler sur le disque.

s Lecture

Une réaction positive se manifeste par changement de couleur de disque vers le mauve

fonce (Dellaras, 1998).

[1-6 Test de noduolation :
> Principe:
La capacité d"induire la formation de nodosités sur 1a racine de la légumineuse hte est
un critéré de base dans la caractérisation des rhizobia. Le test nodulation oun le fest
d’infectivité est basé sur I’ inoculation dans des conditions contrdlés, des grains de pois chiche

par les souches isolées.

Apres quatre & six semaines d’inoculation, I"infectivité des souches est observée par 1a
formation des nodules racinaires sur les plants inoculés. Ceci signifie que les isolats ont été

infectifs vis-a-vis de leur plante hote Cicer arietinum L.

» Protocol expérimental :

< Germination des graines :

Les graines de pois chiche ; cultivar FLIP 90-13 sont désinfectées avec 70° ; suivie
d’un ringage avec I"eau distillée stérile. Apres, les graines sont mises 4 germer dans des boites
de pétri recouvert préalablement d*une couche de coton stérile imbibé d’eau distillée stérile

en s*assurant que le coton ou les graines de pois chiche soit toujours humide.

L
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L’incubation est effectuée A température ambiante pendant 4 a4 5 jours jusqu'a

IPapparition des radicelles (Figure 15).

Figure 15 : L apparition de radicelle.

= Stérilisation du sal ¢

Le sol utilisé pour la réalisation de ce test a été pris du temain de I'ITGC. Sa
stérilisation est réalisée au four pasteur pendant 1 h & 200°C.

% Préparation des pots :

Les pots utilisés sont en plastique désinfectés par I’ean de javel suivi d’un rngage &
IPeau distillée ; ensuite ces pots ont été troués 4 la base, et recouverts de papier aluminium
(Date et Halliday, 1987) (Figure 16).

Figurel6 : Pots ntilisés dans le test de nodulation.
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Senis des graines germides

Le semis des graines a été réalisé 48 h avant I"inoculation en miettent une graine germé
par pot. Ces graines ont été déposées dans un trou de 3 cm de profondeur en orientant la

radicelle vers le fond du trou (Figure 17).

_ b

[a] : Une graine semis par pot. [b] : Exposition de 1a radiceile

Figure 17 : Semis des graines.

<« Préparation des inoculums :

Chaque souche est cultivée sur deux tubes inclinés de milicu YEMA pendant 48 h a
28°C. Apres incubation, 1 ml d’eau physiologique a 0.9% est additionné 4 chaque tube qui

sera agité jusqu'a avoir un maximum de culture dans le | ml de la solution physiologique.

% Inoculation des graines :
Aprés 48 h du semis, les 2 ml de chaque inoculum ont été versés sur les radicelles

préalablement exposé a 1’aide d’une spatule (Figure 18).

Cependant un plant témoin nommeé Ty est non inoculé afin de vérifier que le test s'est

déroulé dans des conditions stériles.
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Figure 18 : Inoculation des graines.

% Eclairage :

Aprés inoculation, les pots ont €té placés dans un espace bien aérien et exposé au

rayon de soleil (figurel9).

Figure 19 : Exposition de 1a culture 4 la lumiére du jour.

33


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Chapitre [y

- Reésultats gt discussion


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Chapitre IIT Résultats et discussion
l _ _

1- Tsolement des souches :

Durant notre travail, 22 souches présumées étre des rhizobia ont été isolées sur milieu

] YEMA additionné de rouge Congo.
[ 2- Etude des caractéres culturanx, microscopiques et biochimigues des souches :

»  Sur milieu YEMA additionné de rouge Congo :

Aprés 24 4 48 heures d’incubation 4 28°C, I’ observation macroscopique des souches
sur ce milien a monuré des colonies différentes dans Paspect cultural, Ce dernier correspond &
celui des rhizobia 4 savoir : colonies. mucilagineuses, brillantes, bombées on plates, 4 contour
régulier ou irrégulier, qui absorbent peu ou pas le rouge de Congo. Ainsi, ["opacité des

colonies a varié entre colonies translucides, transparentes ou opaques (Figure 20).

Figure 20 : Aspect cultural d’une souche isolée.

La coloration par la fuchsine a permis d’étudier Taspect mieroscopique des souches
isolées. L*étude a moritré des formes qui varient entre court et trés court batonnet (Figure 21),
Ce résultat correspond a I'un des critéres des rhizobia déerit dans le Bergey's Manual of
systemate Bactériology (1984).

(A) : Courts batonnet (B) : Ties courts batonnet
Figure 21: Aspects microscopigues des isolats.

s - = — ——
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Le tableau ci-dessous récapitule les résultats obtenus concernant 'aspect cultural,

microscopique et 1a présence des enzymes catalase et oxydase chez les souches isolées,

Tableau 4 : caractéres culturaux, biochimiques, et microscopigue des souches.

souches | Caractéres culfuraux catalase | oxydase | Aspect
microscopigue

Al¥ Petites colonies brillantes, bombées, - - Forme trés court

contour régulier, claires. batonnet:
A2 Colonies roses, circulaires, bombées, - - Farme irés cotrt
briilantes irréguliers. bitonnet.

A3 Colonies mucilagineuse., |+ - ‘Forme trés court

e _ bétonnet.

C1* Colonies légérement colorée, plates, + + | Forme bétonnet,
brillantes.

2 Colonies légérement colorées, bombée, | + + Forme batonnet.

3 Cnlamies Iégerement colordies, homhdon. - “ Furine biwnnet.

C4 | Colonies légérement colorées, plates, + - 'Forme batonnet.
brillantes. '

Cs Etalement + + Forme batonnet,

S1* | Colonigs opagues, plates, brillantes. + - Forme trés court

bitonnet.
82 Colonies opaques, brillantes, bombées. + + Forme trés court T
bétonnet,

S3 | Colonies plates, fransparentes, non - F | Forme trés court

brillantes, non colorées. = : bétonnet,
84 Colonies transparentes, légérement + W Forme batonnet
colorées, brillantes, plates, "
S5 Colonies roses, bombées, brillantes. + - Forme bitonnet
S6 Colonies transparentes, plates, brillantes, | - - Forme trés court
batonnet,
87 Colonies translucides, plates. légérement | + - Forme bitonnet
_ | colordes, brillantes,

T1# Colonies transparentes, bombées. |+ - Forme bétonnet
T2 Colonies roses, circulaires, brillantes + 1= Forme bitonnet
T3 Petites colonies transparenites. - - Forme batonnet
T4 Colonies opaques, bombées, brillantes - - Forme bitonnet
TS Colonies transiucides, claires, + -+ | Forme bétonnet
Té Colonies transparentes, o it Forme batonnet
T7 Colonies roses. =+ + Forme béitonnet

*A,C,8,T': La premiere letre de chaque site de collecte, A': Annaba, € : Constantine, S : Souk Ahras, T - Taref
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3- Etude des critéres physiologiques :

» Tolérance au pH :

Les ésultats obtenus sur I'étude de la tolérance aux pHs acides et alcaling de
I'ensemble des souches sont présentés dans la figure 22. La totalité de souches testécs ot pu
poussées et tolérées des valeurs de pH de 5 jusqu'a 9. Ce qui I'indique que ces souches sont
acido-baso-tolérentes. Nos résultats sont accord avec Graham (1964) et Jordan (1984), o les

rhizobia peuvent iolérer a des pHs allant de 4.5 jusqu'a 9.

Cependant, aux pHs trés acides la souche Cl a mentré une tolérance 3 un pH3.

Notons également que la souche Al a montré une tolérance au pH1 et pH3,

100

80

“de souches g
=l tolérance au pH

40

20

0

Figure 22 : Effet du pH sur la croissance des isolats de Cicer areifinum 1.

» Tolérance aux températures :

Les résultats Indiquant les marges de tolérance 4 la température des souches isolées de
Cieer arietinum L. sont représentées dang la figure 23.
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100 +

80

60 7
% de souches W folérance aux températures

20 ¢

0 - - T T f Température
5° 15° 25° 35° 45°

Figure 23 : Effet de tem pérature sur la croissance des souches nodulant le Cicer
arietinum L.

Comme le montre cette figure, la plupart des souches sont capables de croitre 4 une
température de 15°C jusqu’a 45°C. Sauf deux souches S2 et T1 qui ‘oni pu résister 4 une
température de 5°C.

Graham (1992) a rapporté que les rhizobia sont des hactéries mésophiles qui peuvent
se développer & des températures se situant entre 10 °C et 37 °C et que la température

optimale de croissance de la plus part des souches est 28° C.

» Tolérance a Ia salinité :

Les résultats obtenus concernant I’influence de la concentration en NaCl sur Ia

croissance des souches sont présentés dans la figure 24.

D’aprés cette figure nous remarquons que la totalité des souches testées présentent
une bonne croissance & des concentrations allant de 2% a 5%, et une légére croissance 4 8%
pour [a moitié des souches testées (A2, A3, C3, C4, 82, 85, T1, T2, T6 et T7). Cependant,
aucune croissance n’est observée 4 une concentration de 11%.

B = =SS
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Ces résultats équivalents sont notés par Jebara et al. (2001) et Abbas et al. (2001) sur
le fait que les Rhizobia & croissance rapide peuvent tolérer des concentrations supérieures &
2%,

100 r

%0 ¢~ '
80 v
70 +
60 +

Y%de souches 30
40
30 -
20
10 1 |
0 4= T T — ﬁ7
Concentration de NaCl (%)

= tolérance 3 la salinité

2 5 8 11

Figure 24 EIfel de sullalid (Macl) e Ia ervmswance dos souches nodualant le Cieer
arietinum L.

» Résistance aux antibiotiques :

L*évaluation de résistance aux antibictiques a éé réalisée pour quatre souches (ume

souche de chaque site). Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau ci-dessous,

Tableau 5 : Résultats des différents antibiotiques testés

|/ PiP OX | N | GM [TOB| E | NET | VG RA
A3 | s / i - I § | R¥ s | 7 /
G| R R S R S / / R |
52 R R [ 8§ R | 8 / / / f
| T3 S R S s | R / / R R
S*: Sensible
R* : Résistante
/- non testé

Les résultats indiquent que les souches montrent des résistances variables via les
différents antibiotiques testés.

e ——————= ——— __ — o —— =
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Graham et al. (1991) ont rapporté que 1'effet inhibitenr d*un antibiotique dépend de sa
nature et de sa concentration dans le milieu et que le degré d’inhibition est variable d*une
espéce @ une autre ¢t d’une souche & I'awre. La figure suivante représente le résultat de la
méthode de diffusion pour les souches A3 et T3.

Figure 25 : Etude de la résistance aux antibiotiques par méthode de diffusion.
» Tolérance aux métaux lourds :

Les résultats obtenus concernant I'effet des différents métaux lourds testés sur la

croissance des souches isolées sont représentés dans la figure suivante.

100 7
90 17, _ |
80 + L Meétaux lourds (pg/ml)
% de soliches o

40
30 -
20 + -
10 -7, . .
0 = T T = T ¥
Al Fe Ph Co
250ug/ml  12pg/ml  250pg/ml 25ug/mi

Figure 26: Effet des métaux lourds sur la croissance des isolats.
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D’aprés cette figure nous remarquons que la totalité des souches ont une bomne
tolérance a différentes concentrations de métaux lourds testés. A I"exception, du Co qui a été
toléré par seulement les 20 % des souches testé (AL C1. C3 et C4).

L’étude de Maétallah et al (2002) réalisée sur les isolats de pois chiche dans le sol
marocains @ montré que le pourceniage les isolats tolérants ces mémes concentrations de

métaux lourds n’a dépassé les 50%.

3- Etude de I'infectivité des souches :

Aprés cinq semaines de culture, ’étude de I"infectivité des 22 isolats vis-a-vis de leur
plante héte Cicer arietinum L. a 1évélé la présence de nodules de nonibre variables pour la
plupart des isolats, Le tableau 6 récapitule les résultats obtenus concernant le nombre et la
taille des nodules induits.

Drapres le tableau, le plant témoin non inoculé n’a révélé aucun nodule, Cela prouve

que le test s’est déroulé dans des conditions stériles (Figure 27).

Figure 27: Systéme racinaire de plant témoin dépourvus de nodules.
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Tableau 6 : Nombre aspect et diamétre des nodules induiits par les isolats.

Plante Nodule / plante Aspect des nodules
- *To 0 .~
Al 1 4 Des petits nodules blancs de 1mm
Y 3 5 de diameétre
A3 3 0 o
- €] 4 3 Des petits nadules blancs de lmm
3 5 6 de diaméire
C3 6 S
c4 7 2
C3 8 6
S1 8] 2 Des petits nodules blancs de 1mm
5 T 1 a 2m de diamétre
53 11 6
S4 12 = | L,
85 13 3
S6 14 I
S7 15 15
s 16 0 :
T2 17 1 Des petits nodules blancs de Imm
3 T 7 de diamétre
T4 19 0 =
TS 20 4 Des petits nodules bilobés
T6 21 4 Des petits nodules blancs de 1mm
T7 72 | 2 de diametre

*Ty- Noninoculé pour vérifier la stérilité du fest.

Ainsi on remarque que la majorité des souches ont induits des nodules blancs de petits

diamétre ne dépassant pas les 2 mm (fgure 28).
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T6 A2

Figure 28 ; Aspect des nodules induit par les isolats du pois chiche.

Cependant, seulement 3 souches (A3, T1. T4) qui W ont induit aucun nodule.

Ce résultat négatif pourrait étre expliqué par Uinsuffisance de la duré du test de
nodulation qui n’a dépassé les cing semaines. A savoir qu'Acuani et al. (2001) ont rapporté
que ce tesl nécessite de sept & huit semaines de culture, Cela n’était pas réalisable dans notre

gtude car ont été limité par le temps.

La figure 29 compare le nombre de nodules induit par les différentes souches. On

remarque que la souche S7 (site Souk Ahras) a été la plus infective en induisant 15 nodules,
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Nombre de noduleg
16

|
g 2 4 & 8 10 12 14

Figure 29 : Comparaison du nombre des nodules induits par les isolafs.
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Conclusion et perspectives :

Dans cette étude nous avons isolé, purifié et conservé 22 souches rhizobiennes & partir
des nodules de pois chiche collectds de quatre régions de I'Est Algérien (Constantine,
Annaba, Souk Ahras et Taref). Ces isolats ont ¢1é caractérisés sur le plan phénotypique et
physiologigue.

L*¢tude culturale et microscopique des souches a montré des courts ou trés courts
batonnets dont [aspect des colonies est caracteristique des rhizobia (colonies mucilagineuses,

translucides, transparentes, bombées, circulaires et plates).
L'étude physiologique a montré que nos souches tolérent -

> Des valeurs de pH allant de 54 9 avec une tolérance remarguable pour tine souche an
pH 1.

» Des températures 3 un intervalle compris entre 10 et 45 "C.

» Des concentrations en NaCl allant de 1% jusqu’a 5%,

» les différents métaux lourds testés 4 |'exception du Co qui a été toléré par quelques

souches seulement.

Le test de nodulation réalisé pendant 5 semaines nous a permis de confirmer I"infectivité

de 86% souches vis-a-vis de lenr plante hote cicer arietinum L.

A Iavenir, nos résultats devrait étre complémentés par prolongation de la duré du test
de nodulation ainsi qu*une étude de efficience des souches nodulantes en mesurant 1’ activité
nitrogénase, De plus, une étude de la résistance aux antibiatiques devrail éire réalisée pour la

totalité des souches. En fin, une identification sera réalisée par les techniques moléculaires.
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Annexes :

Composition des milieux :

Milien YEMA (Vincent, 1970) (/1) :

K; HPO, 0.5
MgS04 7H;0 0.2
NaCl 0.1
Mannito] 10
Extrait de levure 1
Agar 20
Eau disillée 1000m1
pH 6.9

Milieu YEMA (Lajudi ef al., 1998) (g/) :

K; HPO, 0.5
MgS0; 0.2
NaCl 0.05
CaCl, 0.04
FeCl; 0.004
GIuta_mate de sodium 0.5
Mannitol 10
Exfrait de levure 1
Agar 20
Fau digillée 1000ml
pH 6.9

Milieu ¥MB (Yesat Mannitol Broth) (/]) :
K; HPO, 0.5
MzS0; 0.2
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NaCl 0.05

CaCly 0.04
FeCly 0.004
Glutamate de sodium 0.5
Mannito] 10
Extrait de levure 1

Eau disillée L000mI
pH 6.9

Tableau : le role des principaux composants de milieu YEMA.

Prodhuits Réle
K; HPO, Source de K et PO,~
MgaSO, Source de Mg™ eLde SOy
| NaCl Source de Na' et de CI
Mannitol Source de carbone
Extrait de levure Source de protéines et de vitamines

Préparation des milieux :

* Milieu YEMA additionné de rouge Congo (Vincent, 1 270)

On rajoute 10ml de Ja sotution rouge Congo 2 0.25% pour 1000 mi de milieu avant le
stérilisé.

 Solution nutritive extrait du sol (g/i) :

Faire bouillire les 100g du sol additionné de 1 litre d’eau distillée pendant 10 minutes puis
laisser les décompter,
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